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(57) Abstract 



The invention concerns a process for the photochemically induced immobilization of biomolecules (protein molecules, nuc- 
leic acids, lipids, carbohydrates). The process makes it possible to immobilize biomolecules by covalent bonding in molecular lay- 
ers on "inert" substrates. The bonding reaction is activated by light irradiation in the absorption region of photo- activatable rea- 
gents or by supplying the appropriate amount of electrical energy and therefore is not aggressive. Substrates (e.g. glass, organic or 
inorganic plastics, silicon films, mica) are pre-treated by prior art methods in such a way that they can be derived with hetero-bi- 
functional photo- activatable wetting-agent molecules. Multiple-derived polymers can also be used as linker molecules to simul- 
taneously bond ligand and substrate. Diazirines or aryl azides, for instance, can be used as the photo-activatable function. The 
chemical properties of the non-photo-active heterofunctions depend on the functional groups with which the substrate or linker 
molecules were previously derived (e.g. amino, carboxyl, thio groups). Coating the substrate with a hetero-bifu notional wetting- 
agent molecule gives a substrate with a photo-active surface coating. Owing to the high reactivity of the photo-generated interme- 
diate products (carbenes, nitrenes), biomolecules of different chemical composition are covalently bound by light activation of the 
substrate, without the need for limiting reaction conditions. Length of irradiation time and intensity and wavelength of the light 
used (i.e. the energy used), as well as the frequency of occurrence of the photo-activatable groups on the substrate (packing densi- 
ty) determine the bonding efficiency and the size of the area occupied. 



(57) Zusammenfassung Die Erfindung betrifR ein Veifahren zur photochemisch induzierten Immobilisierung von Biomole- 
kfllen (Eiweissmolekfllen Nuklemsauren, Lipidcn. Kohlehydraten). Das Veifahren ennoglicbt die kovalente Immobilisierung 
yon BiomolekOlen in molekularen Scbicbten an "inerte" Trfgermaterialien. Die Kopplungsreaktion wird durch UcbteiiistrahluM 
im AbsorpUonsbereich der pbotoaktivierbaren Reagentien oder durcb Applikation der entsprechenden elektrischen Energie aus- 
gelBst und ist desbalb sehr schonend. Trtgermaterialien (z.B. Glas, organische oder anorganiscbe KunststofTe, SUiziumscbicfaten. 
Glimmer) werden nach bekannten Verfahren derart vorbehandelt, dass sie rait beterobifunktionellen, pbotoaktivierbaren Veraet- 
zennolekfllen denvjert werden kannen. Ebenso kSnnen mehrfach-derivierte Polymere als LinkermolekOJe zur eleichzeitieen 
Kupplung von Ligand und Trtgermaterial eingesetzt werden. Als photoakuvierbare Funktion werden beispielsweise Diazirine 
oder Arylazide verwendet. Die chemischen Eigenschaften der nicht photoaktiven Heterofunktionen richten sich nach den funk- 
donellen Gruppen, mit denen dasTrtgennaterial oder das Linkermolekai vorgtogig deriviert wird (z.B Amino- Carboxyi- 
Thiolfunktion). Durch Belegung des Tragers mit einem heterobifunktionellen Vernetzermolekul resultiert ein Trflgermaterial mit 
photoaktiver Oberflachenbeschichtung. Aufgrund der hohen Reaktivitfit der photogenerierten Intermaediftrprodukte (Carbene, 
Nitrene, weruen BiomolekQIe mit unterschiedlicher chemischer Zusammensetzung ohne Vorgabe einschrtnkender Reaktionsbe- 
dwgungen durch Lichtaktivierung des Trfigers kovalent gebunden. Dauer und Abmessung des eingestrahlten Lichtes (Energie) 
aber auch die HSufigkeit der photoaktivierbaren Gruppen auf dem Tragermaterial (Belegungsdichte), bestimmen die Kupplungs- 
effizienz und die GrSsse des zu belegenden Bereiches. vv v 
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BESCHREIBUNG DER ERF1NDUNG 

Verfahren zur lichtinduzierten lmmobilisierung von BiomolekQlen an chemisch "inerten" 

Oberflachen 

Die Erfindung betxifft ein Verfahren zur lichtinduzierten lmmobilisierung von BiomolekQlen 
in monomolekularen Schichten unter Verwendung von photoaktivierbaren Arylaziden oder 
Diazirinen als molekulare Klebstoffe. 

AusgelOst durch die schnelle Entwicklung und Miniaturisierung von bioanalytischen Methoden 
einerseits, und den Fortschritten der Biosensortechnik andererseits besteht ein reges Inte- 
resse, die Wechselwirkung zwischen Biomolekulen und Oberflachen organisch-synthetischer 
oder anorganischer Natur besser zu verstehen. Gleichwertig in der Bedeutung 1st die 
Entwicklung von Methoden zur wirksamen, chemisch stabilen Kopplung von Biomolekulen an 
Tragermaterialien, wobei erstere weder chemisch vorbehandelt noch extremen 
(Kopplungs)Reaktionsbedingungen ausgesetzt werden mOssen. Analytisch/diagnostische Verfah- 
ren und die Herstellung von oberflachen-aktiven Biosensoren erfordern eine geeignete Ver- 
ankerung der Wirkstoffe in monomolekularen Schichten. Weil die Oberflachen vieler, zu die- 
sem Zweck bisher eingesetzten Tragermaterialien keine oder wenig geeignete chemisch 
reaktive Funktionen besitzen, wurden Biomolekule bisher meist oberfl&chendeckend mittels 
gruppenspezifischen Modifikationsreaktionen an vorbehandelte Tragermaterialien gebunden. 
Chemische Immobilisierungen dieser Art sind grundsatzlich moglich. Das Verfahren setzt je- 
doch das Vorhandensein von funktionellen Gruppen voraus, die sich gezielt aktivieren lassen. 
Zudem kann die monomolekulare Belegung von Oberflachen mit bisher verwendeten Verfah- 
ren lediglich oberflachendeckend durchgefuhrt werden (bulk-Verfahren). 

Es ist das Ziel der Erfindung makromolekulare Stoffe, insbesondere Biomolektile, regiospezi- 
fisch und topologisch orientiert an chemisch "inerte" Oberflachen zu binden. Es sollen 
Methoden aufgezeigt werden, die erlauben, monomolekulare Schichten von biologisch aktiven 
Wirkstoffen (EiweissmolekOle, Nukleinsauren, Kohlehydrate, Lipide, niedermolekulare Wirk- 
stoffe) uber geeignete Vernetzer an festen Phasen (Tragermaterial) von unterschiedlicher 
chemischer Natur zu immobilisieren. Zur kovalenten lmmobilisierung sollen photoaktivierbare 
Vemetzermolekflle eingesetzt werden. Photoaktivierbare Reagentlen sind den thermo-chemi- 
schen Vemetzungsreaktionen Oberlegen, weil die Reaktion photo-optisch oder durch gezielte 
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Applikation elektrischer Energie bezQglich Ort nod Abmessung selektioniert und die 
Kopplungsreaktion zeitlich kontrolliert ausgeldst werden kann. 

In der vorliegenden Arbeit werden zwei Verfahren beschrieben, deren Anwendung die photo- 
chemische lmmobilisierung von BiomolekQlen an "inerten" Tragern zur Folge bat. Die kova- 
lente Bindung der BiomolekQle an den Trftger erfolgt Qber pbotogenerierte Carbene oder 
Nitrene. Carbene, ebensc wie Nitrene sind chemisch ausserst reaktive Zwischenprodukte. Sie 
sind geeignet, BiomolekQle durcb Insertionsreaktionen in C-H, C-C 9 C«C, N-H, OH, S-H 
Blndungen kovalent zu binden. Das resultierende breitgef acherte Reaktionsspektrum der 
photogenerierten Carbene und Nitrene Qbertrifft desbalb die tbermo-chemiscben Modifi- 
kationsreaktionen bezQglich den erforderten Reaktionsbedingungen. Durch Einsatz von 
Laserlichtquellen oder durch Applikation der, zur Aktivierung der reaktiven Funktionen er- 
forderlichen Energie, konnen kleinste Oberflfichen selektiv aktiviert und mit BiomolekQlen 
monomolekular belegt werden. 

Die photochemisch induzierte lmmobilisierung von BiomolekQlen kann, unter Verwendung 
eines mehrfach derivierten LinkermolekQls in einem einzigen Reaktionsschritt erfolgen. 
Anderseits kann ein zweistufiges Verfahren durchgefQbrt werden. Letz teres setzt die kova- 
lente chemische Kopplung eines (niedermolekularen) VemetzermolekQls an den Trager 
voraus. 

Das erstgenannte, einstufige Kopplungsverf ahren besteht aus den folgenden Teilschritten. 

1. Ein LinkermolekQl (z.B. ein synthetiscbes oder natQrliches Polymer) wird mit heterobi- 
funktionellen, photoaktivierbaren VernetzermolekQlen (z.B. 3-(Trifluoromethyl)-3-(ra- 
isotbiocyanophenyDdiazirin oder 3-(Trifluorometbyl)-3~(m-aminophenyl) diazirin) mehr- 
fach deriviert (= Photo linkerpolymer). 

2. Das Photolinkerpolymer wird auf die "inerte" Oberflacbe aufgetrocknet. 

3. Zu immobilisierende BiomolekQle werden gelOst auf die photolinker-belegten Oberflache 
aufgetragen. Das Lftsungsmittel wird partiell oder ganzlich entfemt. 
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4. Durch Elnstrahlen von Licht mit geeigneter Wellenlange (Diazirine: 350 nm) werden 
die photoaktivierbaren funktionellen Gruppen aktiviert und die Koppiungsreaktion aus- 
gelAst. 

5. Nach erfolgter Photokopplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen der Oberflache (z.B. durch Filtration) entfernt. Mit diesem Schritt kfinnen 
gleichzeitlg Begleitsuhstanzen (Pufferkompooenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht 
oder aus dem System entfernt werden 

Fur das zweistufige Immobillsierungsverfahren sind die folgenden Teilschritte notwendig: 

1. Das Tragennaterial (z.B. Glas, polymere Werkstoffe, Siliziumoxid, Glimmer) wird nach 
bekannten Verfahren mit funktionellen Gruppen belegt (z.B. EinfOhrung von primaren 
oder sekundaren Aminen, Carboxylgruppen, Thiolfunktionen). 

2. Derart modiflziertes Tragennaterial wird mit heterobifunktionellen photoaktivierbaren 
Vernetzennolekaien (z.B. p-Azidophenyl-isothiocyanat, 3-(trifluoromethyl)-3-(m- 
isothiocyanophenyDdiazlrine, p-Azidoanilin, 3-(txifluoromethyl)-3-(m-amino- 
phenyDdiazirine oder N-(4-Azidophenylthio)-phthalimid) deriviert und zum photoaktivier- 
baren Trfiger umgesetzt. 

3. Zur Immobliisierung werden die BiomolekQle durch Eintauchen in Ldsungen, durch Auf- 
tropfen (Adsorption) oder mittels elektrophoretischen Methoden (Elektroblotting) mit 
dem photoaktivierbaren Tragennaterial in Kontakt gebracht. 

4. Durch Elnstrahlen von Licht definierter Wellenlange oder Applikation der entsprechen- 
den Energie (Arylazide 260 nm; Diazirine 350 nm) werden die Trfiger unter lnertgas 
aktiviert. Damit wird die Kupplungsreaktion ausgelQst. 

5. Nach erfolgter Kupplung werden nicht-gebundene BiomolekQle durch mehrmaliges 
Waschen des Tragers oder durch Filtration entfernt. Bel diesem Schritt k&nnen gleich- 
zeitig Begleitsuhstanzen (Puf f erkomponenten, Salze, Detergentien) ausgetauscht oder 
entfernt werden. 
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6. Damit sind die mit BiomoIekQlen belegten Trager zur Anwendung bereit. Falls das 
Tragermateriai durch regioselektive Aktlviening der Oberflache regiospezifiscb mit 
mehreren Biomolekfilen (z.B. Rezeptoren, Enzymen, Immunoreagenzien) belegt werden 
soil, kdnnen die Schritte 3 bis 6 mehrfach wiederholt werden. Anwendungsmdgllchkei- 
ten sind in den PatentansprOchen 2 bis 6 umschrieben. 

Beispiel einer Anwendung des Einschritt-Kopplungsverf ahrens 

In Analogie zu bestebenden immunologlschen Verfahren kdnnen Proteine (Streptavidin, 
Immunoglobuline) und erstmals auch Nukleinsauren in einem erstaunlich einfachen Prozess 
kovalent auf Mikrotiterplatten immobilisiert werden. Das Vorgehen (PhotoLink) verlangt 
keine spezielle Vorbehandlung des zu bindenden Biomolekfils und handelsObliche Trager- 
materialien (z.B. Nunc Immunoplate Maxisorp) kdnnen ohne Vorbehandlung verwendet wer- 
den. Mikrotiterplatten werden mit einem Polymer (Polypeptid) belegt, welches vorgangig 
mehrfach mit photoaktivierbaren funktionellen Gmppen bestOckt wurde (Photolinkerpeptid). 
Die Immobilisation erfoigt nach Belichtung durch Carbeninsertion. Die am Tragermolekfil 
angebrachten photoaktiven funktionellen Gnippen (z.B. Diazirine) reagieren gleichzeitig mit 
dem zu bindenden Molekul (z.B. Protein, DNS, Immunoglobulin) und mit der zu belegenden 
Oberflache (z.B. Polys tyrol). 



Herstellung des Photolinkerpeptides 

Rinderserumalbumin (80 mg) wird in 14 ml TEA/HAc-Puffer, pH 10.5 (100 ml H 2 0, 100 ml 
Aceton, 1 ml Triethylamin, 1 ml Essigsaure (2 M)) suspendiert und im Ultraschallbad 
beschallt bis die L6sung klar 1st. Zu 24 jzl 3-(Trifluoromethyl)-3-(m-aminophenyl)diazirin 
(TRIMID, hergestellt nach Dolder et al. (1990) J. Prot. Cbem. 9, 407-415) in Tetrachlor- 
kohlenstoff werden 6 ml Aceton gegeben. ProteinlOsung und Reagens werden in einem 100 
ml Rundkolben gemischt und wfihrend einer Stunde bei 70°C rQckflussiert. Die Reaktionslfr- 
sung wird anschliessend dreimal mit je 30 ml Heptan/Essigsaureethylester (6:3 v/v) extra- 
hiert und die organische Phase verworfen. Die Wasserphase wird fiber Nacht lyophilislert. 
Das trockene Produkt wird in 6 ml 0.4% (w/v) Natrium Dodecylsulfat in PBS (150 mM 
NaCl, 5 mM Natrium Phosphat pH 7,4) suspendiert und beschallt bis die Lasung klar 1st. 
Zur weiteren Reinigung wird das Produkt an Sephadex G-15 medium in PBS 
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chromatographic und die vereinigten proteinhaltigen Fraktionen 48 Stunden gegen H 2 0 
bldest dialysiert (Spectrapor cut off 6000-8000). Nach Lyophilisation wird das Produkt bei 
-20°C aufbewahrt. 

Belegen der "inerten" Oberflflche 

Die Reaktionsgef&sse der Titerplatten (Nunc-Ixnmuno Module, Polysorp F8) werden xnit je 
40 u\ Photolinkerpeptid in H 2 0 (entsprechend 1 nMol TRIMID-deriviertem Rinderserumalbu- 
min) versetzt. Der Boden des Reaktionsgef&sses soil gleichm&ssig benetzt sein. Die Reak- 
tionsgeffisse werden anschliessend am Wasserstrahlvakuuzn wfthrend einer Stunde bei 
Raumtemperatur getrocknet. Derart belegte Titerplatten kdnnen lichtdicht verpackt bei 
-20°C mindestens 3 Monate aufbewahrt werden. 

Applikation der BiomolekQle und lichtinduzierte Immobilisierung 

Die zur Immobilisierung eingesetzten Biomolekule (Liganden) werden in einem beliebigen 
Puffersystem geldst (z.B. 1 mg Streptavidin in 2 ml PBS) und bis zur gewunschten Endkon- 
zentration (z.B. 10 bis 1000 pMol Streptavidin pro 30 id) verdunnt. Die mit Photllnkerpeptid 
belegten Reaktionsgefasse werden mit 30 jd Ligandlosung versetzt und zwei Stunden bei 
Raumtemperatur am Wasserstrahlvakuum getrocknet. Zur Photoaktivierung werden die Reak- 
tionsgefasse 5-30 Minuten der Stranlung von UV Lichtquellen (z.B. parallel angeordnete 
UV (366 nm) RGhren, Silvania F8T5/BLB USA, 8 Watt oder Quecksilberdampflampe HBO 
350, Osram mit der auf Selte 11 beschriebenen Filterkombination) ausgesetzt, und anschlies- 
send je 5 mal mit PBS, 5 mal mit H 2 0 und zweimal mit Alkohol gewaschen. 

Quantitativer Nachweis der Immobilisierung 

Die Immobilisierung von Streptavidin wird durch Zugabe von radioaktiv markiertem [ 14 C]- 
Biotin quantlfiziert. Nach beschriebenem Verfahren immobilisierte Immunoglobuline kdnnen 
mit einem zweiten Antikdrper komplexiert werden, welcher alkalische Phosphatase kovalent 
gebunden trfigt und somit das Substrat p-Nitrophenylphosphat umsetzen kann. Freigesetztes 
p-Nitrophenol wird durch Absorptionsmessung (405 nm) in kommerziell erh&ltllchen ELISA- 
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Reader Gerfiten quantltativ bestlmmt. In analogem Vorgeben kann Digoxigenin marklerte 
DNS gekoppelt und fiber anti-DIgoxigenin Antikorper und alkalische Phosphatase nachgewie- 
sen werden. 

Die kovalente Immobilisierung von BiomolekQlen verschiedener Klassen illustriert das breice 
Anwendungsspektrum und grosse Anwendungspotential des weitgehend standardlsierten Ver- 
fahrens. Die Ausbeuten an gebundenen Molekfilen sind gut. Das Verfahren Ifisst sich unein- 
geschrfinkt in bestehende Anaiyseprozesse {z.B. EUSA) integrieren. Die Nachweisempfind- 
lichkeit liegt im Bereich analoger Methoden, welcbe auf thermo-chemischer Immobilisierung 
beruhen (z.B. Ausbildung einer Amidbindung, Borhydrid Reduktion). Nebst der Unabh&ngigkeit 
von funktionellen Gruppen am Liganden und der Unabbfingigkeit von einschr&nkenden Reak- 
tionsbedingungen, sind die Mehrfachverwendung antlgen-belegter MikroUterplatten und die 
einfach durchfuhrbare Kopplung von Proteinen und Nukleinsfluren von analytischer und 
verfahrenstechnischer Bedeutung. 

Das Verfahren stellt erstmals eine anwendbare, erprobte Methode zur Immobilisierung von 
BiomolekOlen dar, die bis zur Marktreife entwickelt werden konnte. Ein bedeutender Vorteil 
des beschriebenen Vorgehens 1st die Tatsache, dass Diazirine bei fensterglas-gefiltertem 
Tageslicht gehandhabt werden kfinnen. Ihre Aktiviemng erfoigt bei 350 nm mit kommerziell 
erhaltlichen Beleuchtungsgerdten. 

Beispiel einer Anwendung der Zwei-Schritt Immobilisierung 

Das Verfahren soli anhand der Sequenzanalyse eines HexapepUdes dargelegt werden, Stell- 
vertretend fOr biologisch aktive Peptide die in Korperflussigkeiten in grosser Verdunnung 
vorkommen, wird ein losliches Peptid mit der AminosAuresequenz NH 2 -Leu-Trp-Met-Arg- 
Phe-Ala-COOH in das Verfahren eingesetzt. Photokupplung des Peptides an Diazirin-deri- 
vierte Glasfaserfilter und anschliessende Sequenzanalyse nach Edmann werden beschrieben. 

Herstellung von photoaktivierbaren Glasfaserfiltern 

Glasfaserfilter (z.B. GF/C, Firma Whatman) werden mit wasserfreier Trifluoressigsfiure wflh- 
rend 1 Stunde bei Raumtemperatur aktiviert und mit 3-(TriaethoxysIlyl)-propylamin umge- 
setzt. Nach Auswaschen des Reagensuberschusses wird die Glasfasermembran bei 50°C (1 
Stunde) behandelt. Der Grad der Belegung mit Aminofunktionen wird analytisch bestlmmt. 



WO 91/16425 



PCT/CH91/00085 



7 

1m Mictel werden 10 bis 15 nMol Aminofunktionen pro mg Clasfaserfilcer nachgewiesen. Die 
chemische Kopplung von 3-{Trifluoromethyl)-3-(m-isothiocyanophenyl)diazlrin an aminopropy- 
liertes Glas erfolgt mit einem 10-fachen Ueberscbuss an Veroetzer. (Zur Herstellung von 
Arylazidglas wird in analoger Weise das aminopropylierte Trdgermaterial mit 4- 
Azidophenylisothiocyanat umgesetzt). Die Reaktion wird bei 40°C in Cyclohexan durchge- 
fQhrt und 1st nach 90 Minuten beendet. Die derivierten Glasfaserfilter werden anschliessend 
durch Filtration mit organischen LOsungsmlttein gewaschen. 

Photokupplung des Peptides 

Zur Photokupplung wird das Peptid (500 pmol, geldst in 15 v\ Wasser) auf den photoakti- 
vierbaren Glasfaserfilter aufgetropft, mit Argon umspQk und wfihrend 16 Minuten mit gefil- 
tertem Licht einer Quecksilberdampfiampe (HBO 350, Osram, 200 Watt Ausgangsleistung) 
bestrahlt. Die gewahlte Filterkombination (WG 320 Langpassfilter, Firma Schott; 1 cm 
gesflttigte Kupfersulfatl6sung) bewirkt, dass Licht der Wellenlftnge unter 320 nm wirksam 
absorbiert wird. Nach der Photokupplung wird der mit dem Peptid belegte Glasfaserfilter 
mit Ldsungsmitteln unterschiedlicher Polaritfit gewaschen (NaCl, 1 M; Wasser; Ethanol; 
Chloroform; Toluol). 

Sequenzanalyse des, durch Photoaktivierung gekoppelten Peptides 

Zur Sequenzanalyse eignet sich das Gasphasen-Sequenzverfahren. Die Kopplungseffizienz, 
gemessen an der Ausbeute der N-terminalen Aminosaure betragt 10%. Aus Kontrollversu- 
chen, die mit pbotoaktivierbaren Glasfaserfiltern und Hexapeptid, jedoch ohne Lichtaktivie- 
rung durchgefQhrt werden, kann keine Sequenz information abgeleitet werden. 
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PATENTANSPROCHE 

1. Verfahren zur lichtinduzierten Immoblllslerung von BiomolekQlen (z.B. Eiweiss-stoffen, 
Nuklelnsfiuren, Kohlehydraten, Lipiden) zum Zweck elner analytiscben, diagnostischen, 
medizinischen und/oder gewerblicheo Verwendung dadurcb gekennzeichnet, dass Bio- 
molekQle, in monomolekularen Schlchten auf pbotoaktivierbare Trfigermaterialien durch 
Einstrahlen von Licht oder Applikaclon elektriscber Energie kovalent gebunden werden. 

2. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass EiweissmolekGle, Kohle- 
hydrate oder Nuklelnsfiuren zum Zweck der chemlschen Analyse und/oder Strukturauf- 
kl fining auf photoaktivierbare Trfigermaterialien kovalent gebunden werden. 

3. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass immunologisch aktive Mole- 
k01e (z.B. Antigene, AntikGrper, Haptene) unter Erhaltung der biologiscben Aktivitfit 
auf photoaktivierbare Trfigermaterialien kovalent gebunden werden. 

4. Verfahren nach Anspruch 1 und 3 dadurch gekennzeichnet, dass biologisch aktive Mole- 
kule, insbesondere Enzyme, Rezeptoren, immunologisch aktive MolekOle zum Zweck der 
Herstellung von Biosensoren photochemisch oder durch Appllkation elektrischer Enger- 
gie immobilisiert werden. 

5. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass EiweissmolekQle, Lipide 
und/oder Kohlehydrate zwecks Vermeidung der Abstossung kerperfremder Substanzen 
photochemisch auf Oberflfichen von Implantaten kovalent gebunden werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 1 dadurch gekennzeichnet, dass BlomolekQle, insbesondere 
EiweissmolekQle oder Telle davon, zum Zweck der Herstellung von molekularen Schalt- 
elementen photochemisch oder durch Appllkation elektrischer Energie immobilisiert 
werden. 
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